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  It was examined whether methyl green could be used to stain the chromosome at the somatic cell division. 
The root that grew up from the seed of the onion to 1~2cm were used as materials.  They were fi xed in fi xing 
solution (acetic acid : ethanol = 1:3) and were incubated with 1N hydrochloric acid in 10 min at 60°C, and were 
stained by methyl green solution, was which dissolved methyl green 5g in distilled water of 50ml, for 10 min at 
room temperature.  As a result of the experiment procedure, a comparatively excellent staining result could be 
gotten.  It is a merit also that this staining solution does not have an irritating odor such as the acetocarmine.  In 
this study, it was suggested that methyl green be able to stain chromosomes during somatic cell division.
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はじめに
平成20年に打ち出された新学習指導要領において，中学校理科の第2分野の目標（2）では，「生物や
生物現象についての観察，実験を行い，観察・実験技能を習得させ，観察，実験の結果を分析して解
釈し表現する能力を育てるとともに，生物の生活と種類，生命の連続性などについて理解させ，これ
らの事物・現象に対する科学的な見方や考え方を養う。」とある 1）。また，高校生物においても「～
目的意識を持って観察，実験を行い，生物学的に探究する能力と態度を育てるとともに～」2）と，目
標には観察・実験について明記されている。このように，高等学校までの生物分野の学習において，
観察・実験を抜きにして授業を進めていくことはできない事が分かる。体細胞分裂の観察は，中学校・
高等学校において扱われる内容であるが，困難さが指摘される実験の一つでもある３,４）。従来，中学
校理科や高校生物の各教科書では，染色液として，酢酸カーミンや酢酸オルセインを使用する方法が
挙げられているが，教科書に記載されている方法でも染色体が確実に染色されるわけではない。よっ
て，現在でも新たな染色液の利用が検討されており，酢酸ダーリアを用いた新たな染色法が報告５）
され，すでに，高校で使用されている図説にはその方法が記されている６）。しかし，最近になって酢
酸ダーリアを調整するために必要なダーリアバイオレットが製造中止になり，他の染色液の検討もは
じまっている７）。この様な状況を受け，本研究では染色体の染色にメチルグリーンが使用可能かどう
かを検討することとした。
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材料および方法
植物
一般的に体細胞分裂の観察に使用されているタマネギ（Allium cepa）の種子を用いた。
各溶液の作製方法
・メチルグリーン溶液
50 mlの蒸留水にメチルグリーンを５g溶かし使用した。溶液の保存の際は有色瓶に移し室温
で保存した。
・固定液
固定液として，エタノールと酢酸を，容量比で３対１の割合で混合したものを使用した。
・解離・染色液
１規定の塩酸と染色液（メチルグリーン溶液）を，容量比で２対８の割合で混合したものを使
用した。
種子の発根
シャーレにろ紙を敷き，ろ紙が全体的に湿る程度水を含ませた。その上にタマネギの種子を播種し，
室温で静置した。発根し，根が１～２cm に伸びたものを観察に用いた。
発根した種子の固定
根が１～２cm伸びた種子を種皮がついたまま固定液に入れ，1日以上冷蔵庫で固定した。すぐに観
察に用いない根は，固定液にいれたまま冷蔵庫で保存した。
メチルグリーンを用いた染色法の検討
固定液から取り出した根を水洗いし，１規定の塩酸で，６０℃で１０分間加水分解し，その後，根
を水に移し替えた。次に，根をメチルグリーン溶液に入れ，１０～２０分程度染色を行った。次に，
根を取り出し水洗い，余分な染色液を洗い落とした。根をスライドガラス上に取り，押しつぶし法に
よりプレパラートを作成した。
解離・染色液を用いた方法の検討
固定液から取り出した根を水洗いし，解離・染色液に入れ，１０～２０分程度解離・染色を行った。
その後，根を取り出し水洗いし，根をスライドガラス上に取り，押しつぶし法によりプレパラートを
作成した。
結果
メチルグリーンを用いた染色法の検討
まずはじめ，教科書に記載されている酢酸カーミンや酢酸オルセインを用いる方法の全体的な手順
はそのままにして，染色液だけをメチルグリーン溶液に変えて行ってみた。様々な濃度の染色液を作
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成し，染色の様子を観察した。すると，メチルグリーン溶液でも染色体の染色が可能である事が分かっ
た。ただし，溶液の濃度が薄い場合は，あまり良い染色結果が得られず，メチルグリーン５gを５０
mlの蒸留水に溶解した溶液を染色液とした場合，良好な結果が得られた（Fig.1）。また，染色は酢酸
カーミンのように染色液を根に滴下するのではなく，根自身を染色液につける方がより良い染色結果
が得られた。その場合，染色時間も１０分で十分である事が分かった。１本の根端でも押し広げをう
まく行うと分裂期の前期，中期，後期，終期，全ての段階の染色体を１つのプレパラートで容易に観
察できた（Fig.2）。
細胞を一層に押し広げるための検討
染色体が染色されても細胞を一層に広げないと観察はうまくできない。一層に広げるためには，分
裂細胞を含まない部分を押しつぶす前に切り取らなければならない。教科書のほとんどは，タマネギ
の鱗茎部分より発根した根を用いる方法が紹介されているが，本研究では，種子より発根した根をも
ちいるため，切り取る長さについても検討を行った。はじめは鱗茎からの根と同様に３～５mmを残
していたが，それでは分裂組織以外の組織の割合が多く，なかなか分裂細胞を見つける事ができず，
 
Fig.1  The result of root tip stained by methyl green (low magnifi cation).
       The nuclei and the chromosomes have been stained excellently.  Bar 
shows 50μm.
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Fig.2   The result of chromosomes stained by methyl green (high magnification).  A: A nucleus in 
interphase,  B: prophase, C: metaphase, D: anaphase, E: telophase.  All the photo are the same 
magnifi cation and bar shows 10μm.
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細胞を一層に広げる事も困難であった。分裂組織は根冠のすぐ上に位置しており，根端より1mm程
度の部分あれば分裂組織が残ることが分かった。
さらに，押しつぶし法についても検討した。様々な方法を試した結果，押し広げるためには，適度
な水分がある方が上手く行く事が分かり，カバーガラスをかける前に水を1滴滴下することとした。
カバーガラスをかけた後は，カバーガラスの上から根端部分を柄付き針の後ろなどで，軽くトントン
たたき広げ，最後にカバーガラス上にろ紙を置き，その上から親指で押しつぶすことで，良い広がり
が得られる事が分かった（Fig.1）。
解離・染色液を用いた方法の検討
酢酸ダーリアの染色法にならい，解離・染色液を用い解離と染色を一緒にできないか検討を行った。
解離・染色液の塩酸濃度は１規定に固定し，メチルグリーン溶液の濃度と混合液の容積比を色々と組
み合わせて，実験を行ってみた。最終的に，メチルグリーン５gを５０mlの蒸留水に溶解した染色液
と１規定塩酸とを，容量比で８対２とすると良好な染色結果となる事が分かった。ただし、染色にや
やムラが生じることもあり，分裂細胞の観察がうまくできない事もあった。
考察
生物分野の実験は，教科書や実験書のとおりに行っても上手く行かない場合は多々ある。これは，
複雑な反応系を維持したまま（生きている生物として）観察や実験を行う実験が多く，個体差や生理
的条件の違いを反映しやすいからと考えられる。細胞分裂時の染色体の観察は，なかなか上手く行か
ない実験であり，教育現場ではその困難さが指摘されている実験の一つでもある３,４）。
メチルグリーンは，塩基性の色素であり核酸に含まれるリン酸基と反応することから、特にDNA
の染色のため病理検査や生物学分野の研究で使用されている色素である 8）。 また，以前使用されてい
た高校生物の教科書ではピロニンとの混合染色液で細胞核と核小体の二重染色への利用が紹介されて
いる９）が，体細胞分裂時の染色体の染色への応用例は知られていない。メチルグリーンはDNAの染
色に利用されている色素であることから，染色体の染色に利用できるものと考え検討することとした。
実験の結果，メチルグリーン溶液で，良好な染色結果を得る事ができる事が分かった（Fig.1）。特
に市販の酢酸オルセインや酢酸カーミンでは染色がうまくいかないことが経験的に知られている７）
が，その問題は解決されたものと思われる。また，酢酸カーミンや酢酸オルセインのように酢酸を使
用する染色液は酢酸の刺激臭があるため生徒達には評判が良くないが，メチルグリーンは酢酸を使用
しないため刺激臭を心配する必要は無い。
押しつぶし法で作成したプレパラートから永久プレパラートが作成できる 10）が，まず始め，プレ
パラートをドライアイスで凍結し，カバーガラスをはずす必要がある。酢酸系の染色液を用いた場合，
凍結にはドライアイスが必要であるが，今回の染色液は，ドライアイスを用いなくても普通の家庭用
冷凍庫で凍結する事ができ，ドライアイスをわざわざ購入する必要もない。ただし，封入前に脱水す
るためにエタノールに浸す方法も知られているが，メチルグリーンはエタノールよって脱色されてし
まうため，脱水は風乾で行うと良い事も分かった。
酢酸ダーリアを用いた方法では，塩酸処理と染色を同時に行うことにより，作業時間の短縮に成功
している５）。そこで，それを参考に，塩酸とメチルグリーン溶液の混合液を用いた方法の検討も行っ
た。いろいろな組成の解離・染色液で検討したが，２対８に混合したもので，良好な染色結果を得る
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事ができた。ただし，染色にややムラが生じるなど、分裂細胞の観察がうまくできない事もあった。
その状況を考えると現時点では、時間短縮のため解離・染色液を用いる方法より，解離と染色を別に
行う方法が，成功する確率は高いと考えられる。
以上のように，メチルグリーンを染色液として用いて細胞分裂時の染色体の染色は可能であり，良
好な染色結果をえる事ができる事が分かった。しかし，本研究では学校現場での実践までは行ってい
ないため，今後，実践を行い問題点の洗い出しが必要と思われる。
メチルグリーンを用いた方法による実験手順
1．シャーレにろ紙を敷き，水を十分含ませる。そこに植物の種子を播種し，１～２cmまで発根，
成長させる。
2．発根した種子を，固定液に浸して固定する。使用するまで，冷蔵庫で保存する。
3．固定してあった根を水に移し替え，良く洗う。
4．１規定の塩酸６０℃で１０分間加水分解する。
5．再び水に移し塩酸を洗い，染色液（メチルグリーン溶液）に入れ１０分染色をする。
6．根を水に移し替えて，余分な染色液を落とす。
7．根をスライドガラス上にのせ，先端部の約１mmを残し，カバーガラス（あるいはカミソリの刃）
を用いて他の部分を切り取る。
8．有柄針の先で，根端の先端部をほぐし，水を１滴落としてからカバーガラスをかける。
9．有柄針の柄の部分でカバーガラスをトントンとたたき，根端を押し広げる。
10．カバーガラスの上にろ紙を置き，親指の腹で上から静かに押しつぶす。
11．低倍率の対物レンズを用い，分裂像が多く見られる部分を探して，その後，染色体の状態を高倍
率で観察する。
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